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Peptides synthetiques atilisables dans les essais biologiques pour 
la d£t ction des infections dues aux virus VIH idu groupe 0* 

L'invention concerns des peptides synthetiques utiiisables dans les essais 
biologiques pour la d6tection des infections dues aux virus VIH-1 du groupe O. 
leur precede de preparation, des compositions et des trousses contenant de tels 
peptides ainsi que les essais biologiques mettant en oeuvre de tels peptides. 

Des retrovirus VIH-1 du groupe O sont connus dans I'art anterieur. Le 
brevet EP 0 345 375 et la demande de brevet EP 0 657 532 decrivent les isoiats 
ANT 70 et ANT 70 NA isoles chez des malades Camerounais. Ces documents 
decrivent plus precisement des antig^nes et des compositions antigeniques 
contenant des lysats ou des proteines de ces isoiats, les acides nucleiques 
correspondant a TARN genomique, des methodes d'hybridation mettant en 
oeuvre ces acides nucleiques, des methodes de production des isoiats 
clenommes ci-dessus ainsi que des precedes de preparation de proteines p12, 
p16, p25, gp41 ( gp120 de ces retrovirus. 

La demande EP 0 591 914 ddcrit I'isolat MVP 5180/91. Cet isolat 
caracterise par Western Blot presente, comme I'isolat precedent, des differences 
par rapport aux isoiats du r6trovirus VIH-1 connus depuis longtemps. La 
demande EP0 591 914 dScrit precisement la sequence d'ADN de I'isolat MVP 
5180/91 et indique precisement la localisation des genes gag, pol et env. La 
demande EP 0 591 914 decrit encore des peptides synthetiques de la boucle V3 
ainsi que de la region immunodominante (gp41). Ces derniers sont utiles pour 
des essais biologiques, notamment pour la detection, in vitro, des anticorps VIH- 
1 du groupe O. 

La demande EP 0 673 948 decrit des peptides synthetiques ou 
recombines constitues de 15 a 50 acides amines (AA) et comportant la 
sequence 

-VWGIRQLRARLQALETLIQNQQRLNLWGXKGKLIXYTSVKWNTSWSGR- dans 
iaquelle X repr6sente soit un r§sidu de cysteine, sort un residu de serine. Ces 
30 peptides sont utiles dans le domaine diagnostique pour la detection des 
infections dues a certains isoiats de retrovirus VIH-1 du groupe O. 

On connait 6galement la demande EP 0 727 483 qui decrit I'isolat MVP 
2901/94 qui fait aussi partie des retrovirus appart nant a la famille VIH-1 du 
35 groupe O. Cette demande d6crit certains antigenes ayant des sequences 
peptidiques bien d6terminees. Ces s'quences peptidiques correspondent a une 
partie de la sequence de la gp120 et une partie de la gp41 (region 
immunodominante) de I'isolat MVP 2901/94. 
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La demande WO 96/12809 decrit deux nouveaux isolats appartenant a la 
famille VIH-1 du groupe O. II s'agit des isolats VAU et DUR. Cette demande 
decrit certaines sequences peptidiques issues des deux virus cites ci-dessus, 
utiles pour la detection d'anticorps reconnaissant les sequences peptidiques 
5 VIH-1 VAU ou DUR. 

La demande WO 96/32293 decrit deux antigenes issus de ia sequence de 
Tisolat ANT 70. II s'agit de I'antigene appele MDL061 et de I'antigene MDL056, 
de la region immunodominante de la gp41. Selon cette invention, pour detecter 
10 100% des 6chantillons d'une collection limitee de serums de malades infectes 
par le virus de VIH-1 du groupe O, il est necessaire d'utiliser des compositions 
contenant ces deux peptides, puisque chaque peptide isole ne permet pas a lui 
seul d'obtenir des resultats satisfaisants. 

15 En effet, il est quasi impossible, au regard de la variability genetiqu'e 

revelee par les isolats du virus du groupe O, de garantir le depistage 
serologique des individus contamines par la mise en oeuvre d'antigenes issus 
du meme et unique isolat. Cela signifie qu'il n'est pas possible d'obtenir des 
reactifs qui garantissent 100% de sensibilite. Le groupe O ainsi souleve pour la 

20 premiere fois un probleme important ; il s'agit de Tinadequation de certains 
reactifs serologiques a reconnaitre des individus contamines par des groupes 
ou sous-types particulierement divergents. C'est le cas justement des VIH1 du 
groupe O. 

25 La demande WO 96/40763 insiste aussi sur la grande divergence du 

groupe O. Cette demande decrit des peptides qui incorporent, dans une 
sequence naturelle VIH-1 de type B, quelques petites modifications 
(remplacement d'un ou de deux acides amines). Selon cette demande, ces 
peptides hybrides sont capables de reagir avec des anticorps anti groupe O. 

30 

La demande WO 96/27013 decrit une serie de nouveaux virus VIH1 du 
groupe O designes BCF 01, BCF 02, BCF 03, BCF06, BCF 07, BCF 08, BCF09, 
BCF11, BCF12, BCF13 et BCF14 ainsi qu'une serie de peptides de la region 
dominante de la gp41 correspondante denommes ESS/BCF02, FAN/BCF01, 
35 LOB/BCF06, MAN/BCF07, NKO/BCF08, POC/BCF03, NAN/BCF11, BCF09, 
BCF12, BCF13 et BCF14. Un certain nombre de ces peptides sont peu 
maniables en diagnostic a cause de leur faible solubilite, notamment le peptide 
BCF13. 
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De maniere inattendue, il a ete maintenant trouve que certains peptides 
synthetiques sont des r6actifs diagnostiques de qualite superieure et permettent 
de depister de maniere satisfaisante les malades infectes par les retrovirus VIH- 
1 du groupe O. Ces peptides sont composes de sequences variables articulees 
5 autour de courtes sequences tres conservees, presentes dans les isolats des 
retrovirus VIH-1 du groupe O. Les peptides de invention permettent d'obtenir 
des resultats bien superieurs a ceux obtenus avec des peptides synthetiques 
porteurs d'epitopes immunodominants de la gp41 (env) de certains isolats VIH-1 
du groupe O. 

10 

Par la suite, pour denommer les acides amines, on utilisera la 
nomenclature a trois lettres. 

Les peptides synthetiques de r invention repondent a la formule 
15 generale(l): 

A-Z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSer-n ( I ) 

dans laquelle : 

-A represente un radical biotinyle, un radical biocytinyle, un atome 
20 d'hydrogene, un radical acetyle (CH3CO-), une chatne aliphatique pouvant 
contenir une ou deux fonctions thiol, aldehyde ou amine, la chaine aliphatique 
etant de preference une chaine alkyle de 1 a 6 atomes de carbone ou une 
chaine alcenyle de 2 a 6 atomes de carbone, ou une chaine 
aminoaikylcarbonyle de 2 a 6 atomes de carbone, 
25 -Z represente une sequence peptidique d'une des formules (II) a (X) : 



-Si-Ser-H 2 - 


(II) 


-Ser-S 2 - 


(III) 


-Ei-Ser- 


(IV) 


-Si-Gln-S2- 


(V) 


-Gln-S 2 - 


(VI) 


-Ei-Gln- 


(VII) 


-Ei-Asn-^- 


(VIII) 


-Asn-E 2 - 


(IX) 


Si-Asn- 


(X) 



35 

dans iesquelles : 

-Ei represente une sequence peptidique de 0 a 9 acides amines 
et 
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-H 2 represente une sequence peptidique de 0 a 5 acides amines, 
-0 represente une sequence peptidique de formule (XI) : 
~(AAi)-(AA 2 )- (AA3) -(AA4MAA5)- (XI) 
dans laquelle : 

• (AA1) represente soit un residu lysine, soit un residu arginine, soit 
un residu ornithine, 

• (AA 2 ) represente soit un residu glycine, soit un residu asparagine, 

• (AA3) represente soit un residu lysine, soit un residu arginine, soit 
un residu ornithine, 

• (AA4) represente soit un residu leucine, soit un residu alanine, 
soit un residu isoleucine, soit un residu glutamine, 

• (AA5) represente soit un residu isoleucine, soit un residu valine, 
soit un residu leucine, soit un residu threonine, soit un residu 
norleucine, soit un residu norvaline, 

a condition toutefois que (AA,), (AA 2 ), (AA3), (AA4) et (AA 5 ) ne 
forment jamais ensemble les sequences peptidiques 
-Lys Gly Lys Leu He- et -Lys Gly Lys Leu Val-, 
-O, fixe sur le groupe -CO- de la serine represente : 

- un radical hydroxyle (-OH) ou un radical amino (-NH 2 ), 

- un radical alcoxy comportant de 1 a 6 atomes de carbone, 

- une sequence peptidique de formule (XII) : 

-Val-Z-¥ (xii) 

dans laquelle 2 represente une sequence de formule (XIII) ou de 
formule (XIV) : 

25 -(A/VO-Trp Asn-(AA 7 )-(AAs) (XIII) 

-(AAs)-Trp His-(AA 7 )-(AA8) (XIV) 
dans lesquelles : 

• (AAg) represente un acide amine different de la lysine, 

• (AA 7 ) represente un acide amine 

• (AAs) represente un residu serine ou threonine, 

et V fixe sur le reste -CO- de I'acide amine AAs libre 
represente un groupe OH, NH 2 ou un radical alcoxy 
comportant de 1 a 6 atomes de carbone, 

- une sequence peptidique de formule (XV) • 
35 "VaPF (XV) 

dans laquelle * fixe sur le reste -CO- de la valine, a la meme 
signification que pour la formule (XII), 



20 
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- ou une sequenc peptidique d'une des formules (XVI) a (XVIII) : 
-Z-TrpGlyCys-G-CysTyrThrSer-^F (XVI) 
Val-Z-Z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSerVal-Z-T (XVII) 
Val-Z-TrpGlyCys-O-CysTyrThrSerVal-^F (XVIII) 
5 dans lesquelles Z et 0 ont la definition donnee pour la formule (I) et 

Z a la definition donnee pour la formule (XII) et *F fixe sur le reste 
-CO- de la serine, sur le reste -CO- de I'acide amine AAs ou sur le 
reste -CO- de la valine, a la meme signification que pour la formule 
(XII). 

o 

Lorsque Q represente une sequence peptidique d'une des formules (XVI) 
a (XVIII), le peptide de formule (I) devient un dimere, dont la taille peut varier de 
26 a 66 acides amines. Lorsque Q ne represente pas une sequence peptidique 
d'une des formules (XVI) a (XVIII), les peptides de formule (I) sont de type 
5 monomere et leur taille peut varier de 13 a 33 acides amines. 

Les peptides selon Tinvention peuvent etre soit sous forme lineaire, soit 
sous forme cyclisee par I'intermediaire de ponts disulfures inter-cysteines. 

o On prefere les composes de formule (I) dans laquelle (AA 5 ) represente 

soit un residu valine, soit un residu leucine, soit un residu threonine, et lorsque 
CI correspond a une sequence peptidique de formule (XII), (AAe) represente soit 
un r6sidu glutamine, soit un residu arginine. 

5 On prefere les peptides de formule (I) dans laquelle : 

-A represente un radical biotinyle, un atome d'hydrogene, ou une chaine 
aliphatique pouvant contenir une ou deux fonctions thiol, aldehyde ou amine, la 
chaine aliphatique 6tant de preference une chaine aikyle de 1 a 6 atomes de 
carbone, ou une chaine aminoalkylcarbonyle de 2 a 6 atomes de carbone, 
o -Z represente une sequence peptidique de formule (II) ou (V), dans 

lesquelles Si represente une sequence peptidique de deux acides amines et H 2 
represente un acide amine, ou une sequence de formule (IV), dans laquelle Hi 
represente trois acides amines, ou une sequence peptidique de formule (VIII), 
dans laquelle Hi represente une sequence peptidique de neuf, huit ou trois 
5 acides amines et E 2 une sequence peptidique de cinq acides amines, 
-0 represente une sequence peptidique de formule : 

-Lys Gly Arg Leu Val-, 
-Arg Gly Lys Ala Val-, 
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20 



OU 



et 



■ Arg Gly Arg Leu Val- 
-Arg Gly Arg Ala Val-, 



10 ou 



-Q represente un groupe hydroxyle, la sequence peptidique (XV) ou une des 
sequences suivantes qui correspondent a la sequence peptidique de 
formule (XII) : 

- Val Arg Trp Asn Glu Thr-¥, 

- Val Gin Trp Asn Glu Thr-4* 



25 



- Val Gin Trp Asn Ser Thr-¥. 
De preference Z represente une sequence peptidique de formule : 
-Leu Leu Ser Ser- 
-Leu Leu Asn Ser- 
-Leu Leu Gin Ser- 
-Arg Leu Asn Ser- 

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser- 
-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asp Leu- 
-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn lle- 
-Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser- 

• -Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser- 

Font egalement partie de Invention, les peptides synthetiques comportant 
de 20 a 50 acides amines et repondant a la formule (la) : 



ou 



30 



A-Za-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSer-n a 
dans laquelle Za represente un radical de formules I la a Xa 



(la) 



35 



Sia-Ser-22a 

-Ser-H 2a 

-S 1a -Ser 

S 1a -Gln-H 2a 

-Gln-H 2a 

Hi a -Gln- 

Si a -Asn-E 2a 

-Asn-S 2a 

-S 1a -Asn 



(■la) 

(Ilia) 

(IVa) 

(Va) 

(Via) 

(Vila) 

(Villa) 

(IXa) 

(Xa) 
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dans lesquelles : 

-E 1a represente une sequence peptidique de 1 a 5 acides amines 
et 

-H 2a un acide amine, 

-Q a represente une sequence peptidique de formule (XII), telle que 
definie pour la formule (I), ou une sequence peptidique de formule 
(XVIIa) : 

Val-S-Za-TrpGlyCys-e-CysTyrThrSerVal-Z-^ (XVIIa) 

dans laquelle Z, a la definition donnee pour la formule (la) 
et 

A, 0, 1 et *P ont la meme signification que pour la formule (I). 

On prefere les peptides de formule (I) ou (la) incluant Tune des sequences 
su.vantes (ces peptides peuvent etre de type dimere ou de type monomere 
comme defini precedemment). Les sequences sont donnees selon les 
nomenclatures a une et a trois lettres : 

Sequence n° 1 

-LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET- 
ou 

-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

1 5 10 15 20 

Glu Thr- 

22 



30 Sequence n" O 

-LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET- 



ou 



-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

10 15 20 

35 Glu Thr- 20 

22 
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Sequence N° 3 

-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNET- 
ou 

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
5 1 5 10 15 20 

Glu Thr- 
22 



10 Sequence N° 4 

-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST- 
ou 

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

15 SerThr- 
22 



Sequence n° 5 
20 -LLQSWGCKGRLVCYTSVQWNST- 
ou 

-Leu Leu Gin Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

Ser Thr- 
25 22 



Sequence N° 6 

-LLNSWGCRGKAVCYTSVQWNET- 

30 OU 

-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

Glu Thr- 
22 

35 

Sequence n° 7 

-LLSLWGCRGRAVCYTSVQWNET- 
ou 
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-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

Glu Thr- 
22 



Sequence n° 8 

-LLSSWGCRGRLVCYTSVQWNET- 
ou 

10 -Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

Glu Thr- 
22 

15 

Sequence N° 9 : 

-LLSSWGCKGRLVCYTS- 

ou 

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser- 
20 1 5 10 15 



Sequence n° 10 : 
-LLNSWGCKGRLVCYTS- 
25 ou 

-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser- 
15 10 15 



30 Sequence n° 1 1 : 

-ALETLLQNQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET- 
ou 

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly 
15 10 15 

35 Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr- 
20 25 30 



BNSDOaD: <WQ 9845323A1 I > 



WO 98/45323 



PCT/FR98/00691 



10 

Sequence N e 12 : 

-ALETLLQNQQLLNIWGCRGRLVCYTSVRWNET- 
ou 

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn lie Trp Gly Cys Arg Gly 
15 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr- 
20 25 30 



10 Sequence n° 1 3 : 

-ALETLLQNQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET- 
ou 

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asp Leu Trp Gly Cys Arg Gly 
1 5 10 15 

15 Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr- 
20 25 30 



Sequence n° 14 : 

20 -LNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV- 
ou 

-Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr 

1 5 10 15 

Thr Ser Val- 

25 20 



Sequence ni° ifi ; 

-RALETLLNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV- 
30 OU 

- Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys 

1 5 10 15 

Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val- 
20 25 
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Sequence n° 16 : 

-RLNSWGCKGRLVCYTSV- 

ou 

- Arg Leu Asn Ser Tip Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val- 
15 10 15 



Les peptides synthetiques 
ci-apres sont des peptides particulierement preferes : 

10 Peptide n° 1 (2B) : SEQ ID N° 1 
LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET 
ou 

Leu Leu Ser Leu Tip Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Tip Asn 
15 10 15 20 

15 GluThr 
22 



Peptide n° 2 (3B) : SEQ ID N° 2 
20 LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET 
ou 

Leu Leu Ser Leu Tip Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Tip Asn 
1 5 10 15 20 

Glu Thr 
25 22 



Peptide n° 3 (AB) : SEQ ID N° 3 
LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNET 

30 OU 

Leu Leu Ser Ser Tip Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Tip Asn 
15 10 15 20 

Glu Thr 
22 

35 

Peptide n° 4 (5B\ : SEQ ID N° 4 

LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST 
ou 



BNSDOCID: <WO 9845323A1 I > 



WO 98/45323 



PCT/FR98/00691 



12 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

15 10 15 20 

Ser Thr 

22 



Peptide n° 5 (6B) : SEQ id n° s 

LLQSWGCKGRLVCYTSVQWNST 
ou 

1 0 Leu Leu Gin Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

15 10 15 20 

Ser Thr 

22 

15 Peptide n° 6 : SEQ in ni° r 

LLNSWGCRGKAVCYTSVQWNET 
ou 

Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

1 5 10 15 20 

20 Glu Thr 

22 



Peptide n° 7 • SEQ ID N° 7 

25 LLSLWGCRGRAVCYTSVQWNET 
ou 

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

1 5 10 15 20 

Glu Thr 

30 22 

Peptide n° a (7R) SEQ id N° a 

LLSSWGCRGRLVCYTSVQWNET 
ou 



35 



Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

1 5 10 15 20 

Glu Thr 

22 
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Peptide n° 9 (12B) : SEQ ID N° 9 

LLSSWGCKGRLVCYTS 

ou 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
5 1 5 10 15 



Peptide n° 10 M4B) : SEQ ID N° 10 
LLNSWGCKGRLVCYTS 
10 ou 

Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 



15 Peptide n° 1 1 M8B1 : SEQ ID N° 1 1 

ALETLLQNQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET 
ou 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly 
15 10 15 

20 Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 



Peptide n° 12 M9B1 : SEQ ID N°12 

25 ALETLLQNQQLLNIWGCRGRLVCYTSVRWNET 
ou 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn lie Trp Gly Cys Arg Gly 

1 5 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
30 20 25 30 



Peptide n° 13 (20B) : SEQ ID N° 13 
ALETLLQNQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET 

35 OU 
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-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asp Leu Trp Gly Cys Arg Gly 

15 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 



Peptide n° 14 (21 B) : SEQ ID N° 14 

LNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV 
ou 

10 Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr 
15 10 15 

Thr Ser Val 
20 



15 . . 

Peptide n° 15 f22B^ : SEQ ID N° 15 

RALETLLNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV 
ou 

Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys 
20 1 5 10 15 

Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val 
20 25 



25 Peptide n° 16 (23B^ : SEQ ID N° 16 
RLNSWGCKGRLVCYTSV 
ou 

Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val 
1 5 10 15 

30 

Les peptides synthetiques de formule (I), objet de la presente invention, 
peuvent etre obtenus par synthese en phase solide selon des methodes 
classiques: R.B. Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. (1963), 85, pp. 2149-2154 ; 
R.C. Sheppard, in « Peptides 1971 », Nesvadba H. (ed.) North Holland, 
35 Amsterdam, pp.111 ; E. Atherton and R.L. Sheppard, in « Solid phase peptide 
synthesis, a practical approach », IRL PRESS, (1989), Oxford University Press, 
pp. 25-34. Comme synthetiseur automatique, on peut utiliser le synthetiseur 
« 9050 Plus Pep Synthesizer » de Millipore ou un synthetiseur equivalent. 
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Le support solide, utilise pour les syntheses, doit etre compatible avec la 
technique et la chimie utilisees. Par exemple, pour une synthese sur le 
synthetiseur « 9050 Plus pep. Synthesizer », il est recommande d'utiliser une 
resine adaptee a la technique dite a en flux continu » ; les resines PEG PS 
5 repondent a ces criteres. Ces supports sont constitues d'un bras (« spacer ») a 
base de polyethylene glycol (PEG) situe entre le groupement fonctionnel des 
billes de polystyrene et le point d'accrochage du premier acide amine. La nature 
de ce point d'ancrage peut varier selon la fonction C-terminale choisie. Dans le 
cas present, differentes resines PEG-PS ont ete utilisees. 

o 

La resine de depart et les acides amines utilises comme matieres 
premieres sont des produits disponibles dans le commerce (PerSeptive- 
Biosystem, ou Neosystem). 



15 . . Pour la synthese peptidique, les groupements protecteurs de chalnes 
laterales suivants ont ete utilises : 



Acides amines 


Groupement protecteur 


Arginine 


Pentamethyl-2,2,4,6,7-dihydrobenzofurane-5- 
sulfonyle (Pbf) 


Asparagine, Glutamine 


Trityle (Trt) 


Cysteine 


Trityle (Trt) ou Acetamidomethyle (Acm) 


Serine, Threonine, 
Tyrosine 


Ether tert-butyle (tBu) 


Lysine, Tryptophane 


Tert-butyloxycarbonyle (Boc) 



La protection temporaire de la fonction amine primaire en a des acides 
20 amines utilisee est le groupement 9-fluorenylmethyloxylcarbonyle (Fmoc). La 
deprotection est effectuee par une solution de piperidine a 20% en 
dimethylformamide. 



Pour le couplage, on utilise de preference un exces de 
25 diisopropylcarbodiimide (DIPCDI) et d'hydroxy-1 -benzotriazole (HOBt). 

Apres synthese, la resine est lavee avec des solvants organiques, 
(dimethylformamide, puis dichloromethane) sechee sous vide puis traitee par 
une solution a base d'acide trifluoroacetique (TFA) refroidie a 0°C et contenant 
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des « scavengers » appropries. On peut utiliser, par exemple, le reactif K 
contenant 82% d'acide trifluoroacetique, 5% de ph'nol, 5% d'eau, 5% de 
thioanisole et 3% d'ethanedithiol. 

Apres filtration de la resine, les peptides synthetiques sont precipites et 
5 rinces a Tether. 



10 



15 



30 



35 



Les peptides synthetiques sont ensuite purifies par chromatographic 
liquide en phase inverse et leur purete est determinee par spectrometrie de 
masse. Comme phase solide, on peut utiliser, par exemple, la phase Bondapak 
C-18. Les peptides sont elues en realisant un gradient lineaire entre deux 
solutions tampons, le premier essentiellement aqueux (par exemple eau-TFA 
0,1 %) et le second plutdt organique (par exemple un melange- contenant 
d'acetonitrile 60 %, eau 39,92 % et TFA 0,08 %). Les fractions pures collectees 
sont rassemblees, concentrees sous vide et lyophilisees. 



Pour la cyclisation, les peptides synthetiques purifies sont dissous dans 
une solution d'acetate d'ammonium (10mM). Le pH est ajuste a 8,5 par addition 
d'ammoniaque 1 M. La solution est vigoureusement agitee. La cyclisation est 
complete apres 18 heures. Le pH est ensuite abaisse a 6 par addition d'acide 
20 acetique. Les peptides cyclises sont lyophilises, puis purifies par 
chromatographie liquide en phase inverse comme cela a ete decrit 
precedemment. 

L'immunoreactivite des peptides de I'invention a ete evaluee a I'aide de 
25 serums de malades majoritairement d'origine camerounaise infectes par des 
retrovirus VIH-1 du groupe O. Les differents essais effectues ont demontre que 
les peptides de I'invention, seuls ou en association (compositions de peptides), 
permettent de detecter 100% des serums infectes par des retrovirus VIH-1 du 
groupe O. 



Les peptides synthetiques de I'invention trouvent done leur application 
dans les tests immunologiques pour le depistage des infections dues aux 
retrovirus VIH-1 groupe O. II est egalement possible d'utiliser des associations 
de plusieurs peptides synthetiques de formule I. Ces associations, qui peuvent 
contenir deux ou plusieurs peptides de formule I, font aussi partie de I'invention. 
On prefere des associations contenant les peptides n°1(2B) et N°3(4B). 
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II est egalement possible d'utiliser des peptides synthetiques de formule 
(I) de la presente invention en association avec des peptides recombines 
(proteines recombinantes) VIH-1 du groupe O tels qu'ils peuvent etre obtenus 
par des methodes classiques et ayant les sequences decrites par exemple dans 
5 la demande EP 0 591 914. De telles compositions entrent aussi dans le cadre de 
la presente invention. 

Les peptides synthetiques de I'invention peuvent etre egalement utilises 
en association avec d'autres peptides synthetiques ou recombines VIH-1 
10 (proteines recombinantes) et/ou VIH-2, tels que les peptides decrits dans les 
demandes de brevets ou brevets EP 0 387 914, EP 0 239 425, EP 0 220 273, ou 
EP 0267 802. Cette liste de demandes de brevets ou brevets n'est pas 
exhaustive et est donnee a titre d'exemple. 



15 : Les compositions contenant un ou plusieurs peptides synthetiques de 
formule (I) et un ou plusieurs peptides synthetiques ou recombines VIH-1 ou 
VIH-2 trouvent leur application en diagnostic pour le depistage de malades 
infect6s par differents retrovirus VIH. Ces compositions font egalement partie de 
la presente invention. 

20 

Des precedes d'immunodosage utilisant un ou plusieurs peptides 
synthetiques de formule (I), seuls ou en association avec des peptides 
recombines VIH-1 du groupe O ou des peptides synthetiques ou recombines 
VIH-1 et/ou VIH-2, font Egalement partie de I'invention. 

25 

^invention vise egalement des trousses, pour la mise en oeuvre 
d'immunodosages, qui incluent un peptide de formule (I) ou une composition qui 
contient au moins un peptide de formule (I). 

30 Les exemples suivants illustrent I'invention et sont donnes a titre non 

limitatif. 

EXEMPLE 1 : 

Preparation d'un compos6 selon ^invention : Peptide n° 2 f 3B) 
LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET 

35 OU 

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
1 5 10 15 20 

Glu Thr 
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22 



Ce peptide a ete synthetise en phase solide. La technique mise au point 
en 1963 par Merrifield (J. Am. Chem. Soc. (1963) 85, pp. 2149-2154) consiste a 
fixer ie premier acide amine sur un support solide polymerique (resine) par sa 
5 fonction acide et a allonger la sequence peptidique a partir de ce premier acide 
amine, le peptide en cours de synthese restant ancre sur la resine. 

Pour la synthese du peptide n° 2, ont ete utilises, comme synthetiseur, le 
synthetiseur « 9050 Plus Pep Synthetizer » et comme resine, la resine Fmoc Thr 
10 (OtBu) PEG PS. 

Les differentes etapes de la synthese sont resumees dans le tableau I ci- 

apres : 



Tableau I 
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Apres ta fin de la synthase, la resine a ete lavee avec du 
dimethylformamide, puis du dichloromethane et sechee sous vide. 

Ensuite, la resine a ete traitee avec du reactif K (acide trifluoacetique 
5 82 % ; phenol 5 % ; eau 5 % ; thioanisole 5 %; ethanedithiol 3 %). Le peptide 
n° 2 (3B), isole par precipitation a I'aide de diethyle oxyde, a ete ensuite rince 
avec le meme solvant. On a ainsi obtenu 140 mg du peptide n° 2 (3B). 

Le peptide n° 2 (3B) a ete ensuite purifie par chromatographie liquide en 
10 phase inverse. Comme phase solide, il a ete utilise la phase Bondapak C-18. Le 
peptide a ete elue en realisant un gradient lineaire entre deux solutions 
tampons, le premier essentiellement aqueux (par exemple eau-TFA 0,1 %) et le 
second plutot organique (par exemple un melange contenant : acetonitrile 60 %, 
eau 39,92 % et TFA 0,08 %). Les fractions pures collectees ont ete rassemblees, 
15 eoncentrees sous vide et lyophilisees. 

Pour la cyclisation, le peptide synthetique purifie, ainsi obtenu a ete 
dissous dans une solution d'acetate d'ammonium (10mM). Le pH a ete ajuste a 
8,5 par addition d'ammoniaque 1 M. La solution a ete vigoureusement agitee. La 
20 cyclisation a ete complete apres 18 heures. Le pH a ete ensuite abaisse a 6 par 
addition d'acide acetique. Le peptide cyclise a ete lyophilise, puis purifie par 
chromatographie liquide en phase inverse comme cela a ete decrit 
precedemment. 

25 

Preparation d'un compose selon I'invention : peptide n° 15 (22B) 

Ce peptide a ete synthetise comme le peptide n° 2 (3B), mais en utilisant 
comme resine, la resine FmocPAL PEG-PS. 

30 

Les differentes etapes de la synthese sont resumees dans le tableau II ci- 

apres : 
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Tableau II 



RESIDU 
ACIDE AMINE 


PROTECTION 
NH 2 


PROTECTION 
LATERALE 


METHODE DE 
COUPLAGE 


N OMBRE D*EQ - 

DUREE DE 

COUPLAGE 


Val 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Ser 


Fmoc 


tBu 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Thr 


Fmoc 


tBu 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Tyr 


Fmoc 


tBu 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Cys 


Fmoc 


Trt 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Val 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Leu 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Arg 


Fmoc 


Pbf 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Gly 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Lys 


Fmoc 


Boc 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Cys 


Fmoc 


Trt 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Gly 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Trp 


Fmoc 


Boc 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Ser 


Fmoc 


tBu 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Asn 


Fmoc 


Trt 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Leu 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Leu 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Arg 


Fmoc 


Pbf 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Gin 


Fmoc 


Trt 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Gin 


Fmoc 


Trt 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


A 

Asn 


Fmoc 


Trt 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Leu 


Fmoc 




n i p r* n i / ui o q ♦ 


5 eq - 45 mn 


Leu 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Thr 


Fmoc 


tBu 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Glu 


Fmoc 


OtBu 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Leu 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Ala 


Fmoc 




DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 


Arg 


Fmoc 


Pbf 


DIPCDI/HOBt 


5 eq - 45 mn 
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_ Apres la fin de la synthese, la resine a ete lavee avec du 

dimethylformamide, puis du dichloromethane et sechee sous vide. 

Ensuite, la resine a ete traitee avec du reactif K (acide trifluoracetique 
82 % ; phenol 5 % ; eau 5 % ; thioanisole 5 % ; ethanedithiol 3 %). Le peptide 

5 n°7 (22B) isole par precipitation a I'aide d'oxyde de diethyle, a ete ensuite rince 
avec le meme solvant. On a ainsi obtenu 140 mg du peptide n° 15 (22B) 

Le peptide N° 15 (22B) a ete ensuite purifie par chromatographie liquide 
en phase inverse, puis cyclise, lyophilise et purifie comme decrit precedemment 
10 pour le peptide n* 2 (3B). 

De maniere equivalents et en utilisant les resines et acides amines 
appropries, les autres composes de I'invention ont ete synthetises. 

15 • Le tableau III indique le poids moleculaire de certains peptides de formufe 
(I), sous forme non cyclisee, evalue par spectrometrie de masse. 



Tableau III 



Peptide n° 


Poids moleculaire (Daltons) 


1 KB) 


2512 


2(3B) 


2583 


3(4B) 


2528 


4(5B) 


2586 


5(6B) 


2527 


9(12B) 


1772 


10(14B) 


1799 


11 (18B) 


3752 


12(19B) 


3778 


13(20B) 


3780 


14(21B) 


2538 


15(22B) 


3222 


16 (23B) 


1941 
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EXEMPLE 2 : 

Evaluation de I'immunoreactivitS des peptides selon I'inv ntion par 
test immuno-enzvmatiaue : Essai n° 1 

5 Les serums utilises ESS, DUR, VAU et HAD sont des serums de malades 

francais infectes par des retrovirus VIH-1 du groupe O. Les autres echantilions 
de serums de malades infectes par des retrovirus VIH-1 groupe O ont ete 
obtenus par le Centre Pasteur de Yaounde au Cameroun et ont ete serotypes 
groupe O selon I'algorithme serologique decrit dans AIDS (1977), pp 445- 

10 453. 

Les serums VIH negatifs (n=48) ont ete obtenus a partir de volontaires 

sains. 

15 Les peptides synthetiques utilises ont ete dissous dans I'eau a une 

concentration de 1 mg/ml (solution mere). Pour I'etape de sensibilisation de la 
phase solide (coating), 110 nl d'une solution a 2 ng/ml de chaque peptide 
(obtenue par dilution de la solution mere avec de la solution tampon carbonate 
0,1 M) ont ete ajoutes a chaque cupule des plaques de microtitrage Microtiter™ 

20 (NUNC). Apres incubation pendant une nuit a temperature ambiante, les 
microplaques ont ete d'abord lavees avec une solution tampon Tris NaCI pH 7,4 
contenant 0,1% de Tween® 20 et du merthiolate de sodium 0,001%, puis 
saturees avec une solution de PBS contenant 0,5% de Regilait™ (lait ecreme 
desseche). Apres aspiration de la solution de saturation, les plaques ont ete 

25 chauffees pendant 1 0 min a 50°C. 

Les echantilions de serums ont ete dilues au 1/5 avec une solution de lait 
ecreme (tampon citrate additionne de 0,01% de rouge de phenol, de chloroforme 
a 0,25% et de Kathon® a 0,25%), deposes sur les cupules des plaques et mis a 
30 incuber pendant 30 min a 40°C. 

Apres lavage avec une solution tampon Tris NaCI pH 7,4 contenant 0,1% 
de Tween® 20 et du merthiolate de sodium a 0,001%, 100 \x\ d'une solution de 
conjugue anticorps de chevre anti IgG et IgM humaines marques a la 
35 peroxydase du raifort, contenant comme conservateur 0,01% de merthiolate de 
sodium, en solution dans une solution tampon citrate additionne de glycerol a 
30% et du serum normal de veau foetal a 25% ont ete ajoutes a chaque cupule 
de plaques puis ces dernieres ont ete mises a incuber pendant 30 min a 40°C. 
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Apres lavage avec une solution tampon Tris NaCI pH 7,4 contenant 0,1 % 
de Tween® 20 et du merthiolate de sodium a 0,001%, le developpement de la 
coloration a ete obtenu par addition, dans chaque cupule, de 100 u.l de 
O-phenylene diamine en solution dans du peroxyde d'hydrogene. Les 
5 microplaques ont ete ensuite mises a incuber pendant 30 min a temperature 
ambiante et dans I'obscurite. La reaction coloree a ensuite ete arretee par 
addition de 100 ul d'acide sulfurique 4N. L'absorbance (A) a ete determinee a 
490 et 620 nm. 



10 



L'absorbance relative (A490-A620) lue dans chaque cupule est 
proportionnelle a I'immunoreactivite de chaque peptide. Cela indique I'aptitude 
de chaque peptide a reagir avec I'echantillon biologique avec lequel est effectue 
I'essai. La valeur seuil (cut-off) a ete determinee comme etant une absorbance 
egale a 0.15. Elle correspond a la moyenne de valeurs negatives (n=48) plus 12 
15 ecart-types. 

La reactivite des peptides de I'invention, (peptide n°3 (4B), peptide 
N° 2 (3B) et peptide n° 1 (2B) tous sous forme cyclisee) a ete comparee a celle 
de deux peptides synthetiques ayant comme sequence une partie de la 
sequence naturelle de I'enveloppe (env) de I'isolat VAU (retrovirus VIH-1 du 
groupe O) et comportant un epitope immunodominant de gp41. 



20 



25 



Ces deux peptides ont la sequence suivante • 
VAU 22 AA 

Leu Leu Asn Leu Trp Gly Cys Lys Asn Arg Ala He Cys Tyr Thr Ser Val Lys Trp Asn 

15 10 15 20 

Lys Thr 

22 

30 VAU 35 AA 

Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Phe He Glu Glu Asn Glu Leu Leu Asn Leu Trp Gly Cys 

1 5 10 15 20 

Lys Asn Arg Ala lie Cys Tyr Thr Ser Val Lys Trp Asn Lys Thr 

25 30 35 



35 



Pour I'etude, ces peptides ont ete utilises sous forme cyclisee Les 
resultats de cette etude sont indiques dans le tableau IV. 
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Tableau IV 



SERUM 


ABSORBANCE 




Peptide 
N° 3 (4B) 


Peptide 
n° 2 (3B) 


Peptide 
n° 1 (2B) 


VAU 22 AA 


VAU 35 AA 


ESS* 




> 


O >fQ4 


> 


> 


DUR* 


> 






U, I io 


n ft70 


HAD 






n n4i 


n 7ftQ 


n ft7i 


VAU* 


1 **40 










3935 




U,090 


U,OU/ 


n 1 oo 




6891 




A ft14 




u.ooy 


u,4yo 


6512* 


n 74ft 


n 7ft*; 
U, I oo 




n 1 on 


n 1 7^1 


1105* 




*i n**i 
i ,Uo i 


> 


u.uyy 


u, i2y 


4021* 








U,UOU 


i ,yo ^ 


5969* 






> 


O /I CM 

^,4y i 


> 


2700 










> 


5453 




n nfti 

U,UO 1 




1 Oft7 


1 4QO 


5931 












3136 












3653 




> 


n r*44 


1 441 




2352 


> 




U,ZUO 






3016 










> 


3302 






u,ooo 






2294 


> 


> 








3771 


> 


> 


n *>44 






1581 


> 




> 


1 1 19 


n ftQ4 


5373 


> 


> 


> 


I ,03v7 


n ftRft 
u,ooo 


7443 


> 


> 


> 




n ^74 


3637 


> 


> 


> 


n 77Q 


1 R47 


6295* 


1,718 


1 063 


> 


0 Q79 




6689* 


0,710 


> 


> 


> 


> 


1754 


> 


> 


> 


1,263 


1,948 


4489* 


> 


> 


> 


1,318 


1,718 


4364 


> 


> 


1,382 


■ > 


> 


3884* 


> 


> 


1,839 


> 


> 


3529 


> 


> 


1,803 


> 


> 


3482 


2,402 


> 


1,473 


> 


> 


1702 


> 


> 


1,162 


> 


> 


6487 


> 


1,017 


2,687 


2,889 


2,891 


5164 


> 


> 


> 


> 


> 


5766* 


> 


> 


> 


> 


> 


3945 


> 


> 


> 


> 


> 



serotypes / genotypes 

> = signal superieur a la capacite de lecture du spectrophotometre. 
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Tableau IV (suite) 




5 

serotypes / genotypes 
~ NoVS Sl ** rieUr * 13 CapaQ ' te de ,ecture du spectrophotometry 
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Les resultats du tableau IV demontrent que le peptide N° 3 (4B) presente 
les meilleures performances au regard de celles relevees pour les autres 
peptides. Ce peptide permet la meilleure discrimination des serums de malades 
infectes par des retrovirus VIH-1 du groupe O par rapport aux deux peptides 
5 ayant une partie de la sequence de I'isolat VAU correspondant a I'epitope 
immunodominant de la gp41. Par ailleurs, les peptides n° 2 (3B) et n° 1 (2B) de 
invention sont plus immunoreactifs que le peptide VAU 22 AA qui comporte le 
meme nombre d'acides amines. 

10 

EXEMPLE 3 : 

Evaluation par test immunoenzvmatiaue de I'immunorea ctivite des 
peptides selon I'inventton : Essai n° 2 

15 . 

Les echantillons de serums de malades infectes par des retrovirus VIH-1 
du groupe O ont ete obtenus par le Centre Pasteur de Yaounde au Cameroun et 
ont ete serotypes groupe O selon I'algorithme serologique decrit dans AIDS 
(1977), 11 PP- 445-453. Un echantillon (Maryland) genotype provient des Etats- 
20 Unis. Ces echantillons ont ete prealablement dilues en serum humain negatif 
aux dilutions donnees dans le tableau V, afin de disposer d'un volume suffisant 
pour les differents essais d'immunoreactivite. 

Les peptides synthetiques utilises ont ete dissous dans I'eau a une 
25 concentration de 1 mg/ml (solution mere). Pour I'etape de sensibilisation de la 
phase solide (« coating »), il a §te procede comme cela a ete decrit pour 
I' example 2. 

Les echantillons de serums ont ete dilues au 1/5 avec une solution de lait 
30 ecreme (en tampon citrate additionne de rouge de phenol a 0,01%, de 
chloroforme a 0,25% et de Kathon® a 0,25%), deposes dans les cupules des 
plaques et mis a incuber pendant 30 min a 40°C. 

Apres lavage avec une solution tampon Tris NaCI pH 7,4 contenant 0,1% 
35 de Tween® 20 et du merthiolate d sodium a 0,001%, 100 \x\ d'une solution de 
conjugue d'anticorps de chevre anti IgG et IgM humaines marques a la 
peroxydase du raifort, contenant comme conservateur du merthiolate de sodium 
a 0,01 %, en solution dans une solution tampon citrate additionnee de glycerol a 
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30% et du serum normal de veau foetal a 25%, ont ete ajoutes a chaque cupule 
des plaques puis ces dernieres ont ete mises a incuber pendant 30 mn a 40°C. 

Apres lavage avec une solution tampon Tris NaCI pH 7,4 contenant du 
Tween® 20 a 0,1% et du merthiolate de sodium a 0,001%, le developpement de 
la coloration a ete obtenu comme cela a ete decrit dans I'exemple 2. 

L'absorbance (DO) relative (A490-A620) lue dans chaque cupule est 
proportionnelle a I'immunoreactivite de chaque peptide. Cela indique I'aptitude 
de chaque peptide a reagir avec I'echantillon biologique avec lequel est effectue 
I'essai. 



20 



La reactivite des peptides de Invention, peptides im° 10 (14B) n°11 
(18B), N° 12 (19B), N° 14 (21B), n° 15 (22B), N'16 (23B) tous sous forme 
cychsee, a ete comparee a celle de trois peptides synthetiques homologues, 
ayant comme sequence une partie de la sequence naturelle de I'enveloppe (env) 
de retrovirus VIH-1 du groupe O. Ces peptides sont deux peptides derives de 
I'isolat VAU, -le peptide VAU 22 AA et le peptide VAU 35 AA- et le peptide 
MVP 5180 (designe « MVP 5180 » dans le tableau V). Les peptides VAU 22 AA 
et VAU 35 AA (dont la structure est indiquee dans I'exemple 2) et le peptide 
MVP 5180 component un epitope immunodominant de la gp41. 

Tous ces peptides ont ete utilises sous forme cyclisee. La sequence du 
peptide MVP 5180 est la suivante : 

MVP 5180 

Arg Leu Gin Ala Leu Glu Thr Leu lie Gin Asn Gin Gin Arg Leu Asn Leu Trp Gly Cys 

1 5 10 15 20 

30 Lys Gly Lys Leu lie Cys Tyr Thr Ser Val Lys Trp Asn Thr Ser 

25 30 35 

Les resultats de cette etude sont indiques dans le tableau V. 



25 
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Tableau V 



SERUM 


PEPTIDES * 


N° 10 


N° 11 


N° 12 


N° 14 


N° 15 


N° 16 


MVP 
5180 


VAU 
35 AA 


VAU 
22 AA 


ABSORBANCE (DO) 


4280 
au 1/50 


0,022 


0,686 


0,201 


0,286 


0,689 


0,033 


0,382 


0,013 


0,021 


NGO 
au 1/50 


0,067 


0,335 


0,193 


0,157 


0,315 


0,110 


0,184 


0,055 


0,040 


NJEM 
au 1/100 


0,032 


0,811 


0,391 


0,277 


0,939 


0,025 


0,146 


0,159 


0,024 


MBASSI 
au 1/100 


1,217 


1,150 


0,747 


2,134 


2,010 


2,683 


0,248 


0,120 


0,257 


WANG 
au 1/50 


0,698 


0,234 


0,124 


2,397 


2,680 


1,290 


0,075 


0,025 


0,041 


258 OUDI 
au 1/100 


0,587 


0,373 


0,226 


0,764 


1,184 


1,692 


0,116 


0,058 


0,100 


D015 
au 1/100 


1,613 


0,859 


1,286 


3,357 


3,693 


3,038 


0,673 


0,036 


0,075 


DJOU 
au 1/100 


1,268 


0,482 


0,419 


1,998 


2,088 


2,166 


0,203 


0,022 


0,042 


3600 
au 1/100 


0,482 


0,360 


0,249 


0,716 


0,801 


0,933 


0,206 


0,025 


0,058 


3613 
au 1/400 


1,108 


0,837 


0,773 


1,508 


1,627 


1,679 


0,478 


0,250 


0,396 


6111 
au 1/100 


0,596 


0,348 


0,202 


0,850 


1,207 


1,009 


0,226 


0,087 


0,180 


625 
au 1/50 


0,838 


0,338 


0,264 


2,045 


2,122 


1,791 


0,202 


0,069 


0,165 


Maryland 
au 1/400 


0,524 


0,370 


0,285 


0,734 


0,844 


1,229 


0,241 


0,054 


0,168 


3653 
au 1/10 


0,347 


0,337 


0,247 


0,072 


0,380 


0,406 


0,401 


0,021 


0,310 



PHASE SOLIDE* : PEPTIDE 2Mg/ml 

5 

Pour chaque peptide teste, les echantillons ont ete ranges en quatre 
classes (a, b, c, et d) correspondant a divers niveaux d'absorbance relative lue 
aux longueurs d'onde A492-A620 : 
-pour a: DO < 0,100, 
10 - pour b. • 0, 1 00 < DO < 0,500, 

• - pour c : 0,500 < DO < 1 ,000, 

• -pourd : DO > 1,000, 
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permettant ainsi d'evaluer le degre d'immunoreactivite des peptides. Les 
peptides les plus immunoreactifs sont ceux pour lesquels le plus grand nombre 
d'echantillons est trouve dans les classes correspondant aux absorbances les 
plus elevees. 

Les resultats sont indiques dans le tableau VI. 

Tableau VI 









PEPTIDES * 


CLASSE 


N° 10 


N° 11 


N° 12 


N # 14 


N° 15 


N° 16 


MVP 
5180 


VAU 
35 AA 


VAU 
22 AA 








Nombre d'echantillons 






a 


3 


0 


0 


1 


0 


2 


1 


11 


7 


b 


2 


9 


11 


3 


2 


2 


12 


3 


7 


c 


5 


4 


2 


4 


4 


1 


1 


0 


0 


d 


4 


1 


1 


6 


8 


9 


0 


0 


0 



10 



15 



PHASE SOLIDE* : PEPTIDE 2pg/ml 

Les resultats montrent que tous les peptides de I'invention testes realisent 
une meilleure performance en immunoreactivite que les peptides de reference 
de Tart anterieur qui derivent d'isolats naturels (MVP 5180 VAU) Les peptides 
de I'invention n- 15 (22B), n' 14 (21B), et n* 16 (23B) s'averent les plus 
immunoreactifs. 



EXEMPLE 4 : 



20 



25 



30 



Evaluation de I'immunoreactivit* h * s comDos itin ns contena nt n c 
peptides selon I'invention par test imm U nn-enzvmatio» ft 

Pour cet essai, il a ete precede selon le protocole decrit dans I'exemple 2 
et les memes serums ont ete utilises. Les microplaques utilisees ont ete 
sensibilizes soit avec le peptide N - 1 (2B) cyclise, soit avec le peptide n» 3 (4B) 
cycl.se, soit avec une composition contenant ces deux peptides (11 p/p) Dans 
chaque cupule ont ete deposes, soit 100 u] d'une solution contenant 2 -/ml de 
peptide w 1 (2B), soit 100 ^l d'une solution contenant 2 ug/ml de peptide n- 3 
(4B). sort 100 nl d'une solution contenant 1 ug/ml de peptide 1 (2B) et 1 uq/ml 
de peptide n° 3 (4B). 

Les resultats de cet essai sont donnes dans le tableau VII. 



BNSDOCID: <WO 9845323A 1 _l_> 



WO 98/45323 



PCT/FR98/00691 



30 

Tableau VII 



SERUM 


ABSORBAIMCE 




Peptide n° 1 (2B) 
(2 pg/ml ) 


Peptide n° 3 (4B) 
(2 pg/ml ) 


Peptide n° 1 (2B) (Ipg/ml ) 
+ 

Peptide N 3 (4B) (1 ug /ml ) 


3529 


I ,OUO 




> 


1105 






> 


3891 


z, / ou 


> 


> 


3235 


> 


> 


> 


2700 


> 


> 


> 


5931 


> 


> 


> 


3935 


U,oUf 


> 


> 


7443 


> 


> 


> 


1062 


> 


> 


> 


1754 


> 


> 


> 


3136 


U,30Z 


> 


> 


6891 


U.Uoi: 


> 


> 


5149 


> 


> 


> 


5270 


> 


> 


> 


2551 


> 


> 


> 


3600 




> 


> 


6976 


> 


> 


> 


4489 


> 


> 


> 


6165 




> 


> 


6198 


> 


> 


> 


6627 




> 


> 


6998 






> 


6697 






> 


7258 


9 477 




> 


3627 






> 


4477 








3771 








1702 


1,016 


> 


> 


2294 


0.447 


> 


> 


2352 


0,205 


> 


> 


3016 


0,243 


> 


> 


3302 


0,386 


> 


> 


3482 


1.473 


> 


> 


3653 


0,044 


1,322 


1,105 


4364 


1,382 


> 


> 


3637 


> 


> 


> 


4288 


2.802 


> 


> 


5969 


> 


> 


> 


258 


> 


> 


> 


6111 


> 


> 


> 



> = signal superieur a la capacite de lecture du spectrophotometre. 
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Tableau VII (suite) 



SERUM 


ABSORBANCE 




Peptide n° 1 (2B) 
( 2 pg/ml ) 


Peptide n° 3 (4B) 
( 2 pg/ml ) 


Peptide n* 
Peptide n° 


* 1 (2B)(lM9/ml) 
+ 

3 fdRt / 1 nn /ml 1 


625 


> 


> 


; _ 1 - — l ! . ra ..... f 

> 


6853 


> 


2,769 


> 


3136 


0,302 


> 


> 


6689 


> 


0,710 


> 


6295 


> 


1.718 


> 


4021 


> 


0,430 


2,381 


3884 


1,839 


> 


> 


6512 


> 


0,746 


> 


6487 


2,687 


> 


> 


ESS 


2,494 


> 


> 


HAD 


.0,041 


> 


> 


DUR 


> 


> 


> 



> - signal superieur a la capacite de lecture du spectrophotometre. 



Les resultats du tableau VII demontrent que les compositions des 
peptides de Nnvention, lorsque utilisees en diagnostic permettent la detection de 
tous les serums de malades infectes par des retrovirus VIH-1 du groupe O. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALS: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Pasteur Sanofi Diagnostics 

(B) RUE: 3 boulevard Raymond Poincare 

(C) VILLE: Marnes la Coquette 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 92430 

(G) TELEPHONE: 0153774000 

(H) TELECOPIE: 0153774133 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: peptides synthetiques utilisables dans les 
essais biologiques pour la detection des infections dues 
au virus VIH-1 du groupe O 

(iii) N OMBRE DE SEQUENCES: 16 

(iv) FORME LISIBLE PAR O RD I NAT EUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 

Val Gin Trp Asn Glu Thr 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
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Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 10 15 

Val Gin Trp Asn Glu Thr 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 10 is 

Val Gin Trp Asn Glu Thr 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 io is 

Val Gin Trp Asn Ser Thr 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Leu Leu Gin Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 10 is 

Val Gin Trp Asn Ser Thr 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 acides amines 
<B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 

Val Gin Trp Asn Glu Thr 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 

Val Gin Trp Asn Glu Thr 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 

Val Gin Trp Asn Glu Thr 
20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
15 io is 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
15 io 15 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser Trp Gly 
15 i0 15 

Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
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Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn lie Trp Gly 
15 10 15 

Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asp Leu Trp Gly 
15 10 15 

Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu 
15 10 15 

Val Cys Tyr Thr Ser Val 
20 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

' (ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15 : 

Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp 
15 10 15 
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Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val 
20 25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 

Val 
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REVENPICATIONIS 

1 . Peptides synthetiques de type monomere de 13 a 33 acides amines ou de 
type dimere de 26 a 66 acides amines, sous forme lineaire ou sous forme 
5 cyclisee par I' intermediate de ponts disulfures inter-cysteines, repondant a la 
formule generale (I) : 

A-Z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSer-Q (I) 

10 dans laquelle : 

-A represente un radical biotinyle, un radical biocytinyle, un atome 
d'hydrogene, un radical acetyle (CH 3 CO-), une chaine aliphatique pouvant 
contenir une ou deux fonctions thiol, aldehyde ou amine, la chaine aliphatique 
etant de preference une chaine alkyle de 1 a 6 atpmes de carbone ou une 
15 chaine alcenyle de 2 a 6 atomes de carbone, ou une chaine 
aminoalkylcarbonyle de 2 a 6 atomes de carbone, 

-Z represente une sequence peptidique d'une des formules (II) a (X) : 



20 



25 



-Si-Ser-E 2 - 


(N) 


-Ser-E 2 - 


(III) 


-H^Ser- 


(IV) 


-H 1 -Gln-E 2 - 


(V) 


-Gln-H 2 - 


(VI) 


-Si-Gln- 


(VII) 


-Si-Asn-E 2 - 


(VIII) 


-Asn-S 2 - 


(IX) 


S^Asn- 


(X) 



dans lesquelles : 

-Si represente une sequence peptidique de 0 a 9 acides amines 
30 et 

-Si represente une sequence peptidique de 0 a 5 acides amines, 
-0 represente une sequence peptidique de formule (XI) : 
-(AA 1 )-(AA 2 )- (AA3) -(AA4)-(AA5)- (XI) 
dans laquelle : 

35 * ^) represente soit un residu lysine, soit un residu arginine, soit 

un residu ornithine, 

• (AA 2 ) represente soit un residu glycine, soit un residu asparagine, 
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• (AA3) represents soit un residu lysine, soit un residu arginine, soit 
un residu ornithine, 

(AA4) represente soit un residu leucine, soit un residu alanine, 
soit un residu isoleucine, soit un residu glutamine, 
5 • (AA5) represente soit un residu isoleucine, soit un residu valine, 

soit un residu leucine, soit un residu threonine, soit un residu 
norleucine, soit un residu norvaline, 

a condition toutefois que (AA,), (AA 2 ), (AA3), (AA4) et (AAs) ne 
torment jamais ensemble les sequences peptidiques 
10 -Lys Gly Lys Leu He- et -Lys Gly Lys Leu Val-, 

-n, fixe sur le groupe -CO- de la serine represente : 

- un radical hydroxyle (-0H) ou un radical amino (-NH 2 ), 

- un radical alcoxy comportant de 1 a 6 atomes de carbone, 

- une sequence peptidique de formule (XII) : 
15 ■ -Val-I-¥ (XII) 

dans laquelle £ represente une sequence de formule (XIII) ou de 
formule (XIV) : 

-(AAs)-Trp Asn-( AA 7 )-( AAs) (XIII) 
-(AAs)-Trp His-(AA 7 )-(AA8) (XIV) 
20 dans lesquelles : 

• (AAe) represente un acide amine different de la lysine, 

• (AA 7 ) represente un acide amine, 

• (AAs) represente un residu serine ou threonine, 

et ¥ fixe sur le reste -CO- de I'acide amine AAs libre, 
25 represente un groupe OH, NH 2 ou un radical alcoxy 

comportant de 1 a 6 atomes de carbone, 

- une sequence peptidique de formule (XV) : 

-Val-¥ (XV) 
dans laquelle W fixe sur le reste -CO- de la valine, a la meme 
30 signification que pour la formule (XII), 

- ou une sequence peptidique de formule (XVI) a (XVIII) : 
-Z-TrpGlyCys-O-CysTyrThrSer-y (XVI) 
Val-Z-z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSerVal-Z-T (XVI I) 

35 Val-Z-TrpGlyCys-O-CysTyrThrSerVal-y (XVIII) 

dans lesquelles Z et 0 ont la definition donnee pour la formule (I) et 
I a la definition donnee pour la formule (XII) et ¥ fixe sur le reste 
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-CO- de la serine, sur le reste -CO- de I'acide amine AAs ou sur le 
reste -CO- de la valine, a la meme signification que pour la formule 
(XII). 

5 2. Peptides synthetiques de formule (I) selon la revendication 1, dans 
laquelle (AAs) represente soit un residu valine, soit un residu leucine, soit un 
residu threonine et lorsque CI correspond a une sequence peptidique de formule 
(XII) ou (XIV), (AAs) represente soit un residu glutamine, soit un residu arginine. 

10 3. Peptides synthetiques de formule (I), selon la revendication 1, dans 
laquelle : 

-A represente un radical biotinyle, un atome d'hydrogene, ou une chame 

aliphatique pouvant contenir une ou deux fonctions thiol, aldehyde ou amine, la 

chatne aliphatique etant de preference une chalne alkyle de 1 a 6 atomes de 

15 carbone, ou une chatne aminoalkylcarbonyle de 2 a 6 atomes de carbone, 

-Z represente une sequence peptidique de formule (II) ou (V) dans 

lesquelles Ei represente une sequence peptidique de deux acides amines et H 2 

represente un acide amine, ou une sequence de formule (IV) dans laquelle Hi 

represente trois acides amines, ou une sequence peptidique de formule (VIII) 

20 dans laquelle represente une sequence peptidique de neuf, huit ou trois 

acides amines et S 2 une sequence peptidique de cinq acides amines, 

-0 represente une sequence peptidique de formule : 

-Lys Gly Arg Leu Val-, 

-Arg Gly Lys Ala Val-, 

25 - Arg Gly Arg Leu Val-, 

ou 

-Arg Gly Arg Ala Val-, 

et 

-O represente un groupe hydroxyle, la sequence peptidique (XV) ou une des 
30 sequences suivantes qui correspondent a la sequence peptidique de 
formule (XII) : 

- Val Arg Trp Asn Glu Thr-¥, 

- Val Gin Trp Asn Glu Thr-*F 

ou 

35 - Val Gin Trp Asn Ser Thr-4*. 

4. Peptides synthetiques de formule (I), selon I'une des revendications 1 a 3, 
dans laquelle Z represente une sequence peptidique de formule : 
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• -Leu Leu Ser Ser- 

• -Leu Leu Asn Ser- 

• -Arg Leu Asn Ser- 

• -Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser- 
5 • -Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asp Leu- 

• -Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn lie - 

• -Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser- 
ou 

• -Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser- 

10 

5. Peptides synthetiques de 20 a 50 acides amines selon la revendication 1 , 
de formule (la) : 

A-Z a -TrpGlyCys-0-CysTyrTnrSer-Q a (la) 

15 

dans laquelle Za represente un radical de formules Ha a Xa : 





H 1a -Ser-E 2 a 


(Ha) 




-Ser-S 2a 


("la) 




-Sia-Ser 


(IVa) 


20 


S 1a -Gln-S 2a 


(Va) 




-Gln-S 2a 


(Via) 




S 1a -Gln- 


(Vila) 




S 1a -Asn-E 2a 


(Villa) 




-Asn-H2a 


(IXa) 


25 


-5i a -Asn 


(Xa) 



dans lesquelles : 



-Hi a represente une sequence peptidique de 1 a 5 acides amines 
et 

-E 2a un acide amine, 

30 represente une sequence peptidique de formule (XII), telle que 

definie pour la formule (I), ou une sequence peptidique de formule 
(XVIIa) : 

Val-Z-Za-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSerVal-Z-^ (XVI la) 

35 

et 

A, 0, Z et 4> ont la meme signification que pour la formule (I). 
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6. Peptides synthetiques de formule (I) selon I'une des revendications 1 a 5 
inciuant I'une des sequences suivantes : 

Sequence n° 1 

5 -LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET- 
ou 

-Leu Leu Ser Leu Tip Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

Glu Thr- 
10 22 

Sequence n° 2 

-LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET- 
ou 

15 -Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
1 5 10 15 20 

Glu Thr- 
22 



20 Sequence n° 3 

-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNET- 
ou 

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

25 Glu Thr- 
22 



Sequence n° 4 

-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST- 
30 ou 

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
1 5 10 15 20 

Ser Thr- 
22 

35 

Sequence n° 5 

-LLQSWGCKGRLVCYTSVQWNST- 
ou 
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-Leu Leu Gin Ser Tip Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
1 5 10 15 20 

Ser Thr- 
22 

Sequence n° 6 

-LLNSWGCRGKAVCYTSVQWNET- 
ou 

-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

1 5 10 15 20 

Glu Thr- 

22 



Sequence n° 7 

15 -LLSLWGCRGRAVCYTSVQWNET- 
ou 

-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

1 5 10 15 20 

Glu Thr- 

20 22 

Sequence n° 8 

-LLSSWGCRGRLVCYTSVQWNET- 
ou 

25 -Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 

15 10 15 20 

Glu Thr- 

22 



30 Sequence n° 9 : 

-LLSSWGCKGRLVCYTS- 
ou 

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser- 
1 5 10 15 

35 

Sequence n° 1D : 

-LLNSWGCKGRLVCYTS- 
ou 
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-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser- 
1 5 10 15 

Sequence N° 1 1 : 

5 -ALETLLQNQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET- 
ou 

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly 

15 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr- 
10 20 25 30 

Sequence n° 12 : 

-ALETLLQNQQLLNIWGCRGRLVCYTSVRWNET- 
ou 

15 -Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn lie Trp Gly Cys Arg Gly 
15 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr- 
20 25 30 

20 Sequence n° 1 3 : 

-ALETLLQNQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET- 
ou 

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asp Leu Trp Gly Cys Arg Gly 
1 5 10 15 

25 Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr- 
20 25 30 

Sequence n° 14 : 

-LIMQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV- 
30 ou 

-Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr 

1 5 10 15 

ThrSerVal- 
20 

35 

Sequence n° 1 5 : 

-RALETLLNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV- 
ou 
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- Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys 

15 10 15 

Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val- 
20 25 

5 

Sequence N° 16 : 

-RLNSWGCKGRLVCYTSV- 

ou 

- Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val- 
10 1 5 10 15 

7. Peptides synthetiques, selon Tune des revendications 1 a 6, de 
sequence : 

15 Peptide n° 1 <2B) 

LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET 
ou 

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

20 Glu Thr 
22 

Peptide n° 2 (3B) 

LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET 

25 OU 

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
1 5 10 15 20 

Glu Thr 
22 

30 

Peptide n° 3 (4B) 

LLSS WG C KG RLVC YTS VQ WNET 
ou 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
35 1 5 10 15 20 

Glu Thr 
22 
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Peptide n° 4 (5B) 

LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST 

ou 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
5 1 5 10 15 20 

Ser Thr 
22 

Peptide n° 5 (6B) 
10 LLQSWGCKGRLVCYTSVQWNST 
ou 

Leu Leu Gin Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
15 10 15 20 

Ser Thr 
15 22 

Peptide n° 6 

LLNSWGCRGKAVCYTSVQWNET 
ou 

20 Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
1 5 10 15 20 

Glu Thr 
22 

25 Peptide n° 7 

LLS L WGC RGRAVCYTSVQ WNET 
ou 

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn 
1 5 10 15 20 

30 Glu Thr 
22 

Peptide n° 8 ( 7R) 

LLSSWGCRGRLVCYTSVQWNET 
35 OU 
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Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Tip Asn 
15 10 15 20 

Glu Thr 
22 

5 

Peptide n° 9 (12B) 

LLSSWGCKGRLVCYTS 

ou 

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
10 1 5 10 15 



PEPTIDE N° 10M4B) 

LLNSWGCKGRLVCYTS 

ou 

15 Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
15 10 15 

PEPTIDE N° 11 M8B) 

ALETLLQNQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET 
20 OU 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly 

15 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 

25 

PEPTIDE N° 12 C\9B) 

ALETLLQNQQLLNIWGCRGRLVCYTSVRWNET 
ou 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asn He Trp Gly Cys Arg Gly 
30 1 5 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 
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Peptide n° 13 (20B) 

ALETLLQNQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET 
ou 

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Asp Leu Trp Gly Cys Arg Gly 
5 15 10 15 

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr 
20 25 30 

Peptide n° 14 (21 B^ 

10 LNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV 
ou 

Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr 
15 10 15 

Thr Ser Val 
15 20 

Peptide n° 15 (22B) 

RALETLLNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV 
ou 

20 Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys 
15 10 15 

Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val 
20 25 

25 Peptide n° 16T23B) 

RLNSWGCKGRLVCYTSV 
ou 

Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val 
1 5 10 15 

30 

8. Composition contenant un ou plusieurs peptides synthetiques de 
formule (I) selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

9. Composition selon la revendication 8 contenant le peptide n° 3 (4B) et le 
35 peptide n° 1 (2B). 
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10. Composition contenant un ou plusieurs peptides synthetiques de 
formule (I) selon la revendication 1 et un ou plusieurs peptides recombines 
VIH-1 du groupe O. 

5 11. Composition oontenant un ou plusieurs peptides synthetiques de 
formule (I), selon la revendication 1 , et un ou plusieurs peptides synthetiques ou 
recombines VIH-1 et/ou VIH-2. 

12. Procede d'immunodosage mettant en oeuvre un ou plusieurs peptides 
10 synthetiques de formule (I), selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

13. Procede d'immunodosage mettant en oeuvre une composition selon Tune 
quelconque des revendications 8^11. 

15 14. Trousse de diagnostic incluant au moins un peptide synthetique de 
formule (I), selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, ou une composition 
selon Tune quelconque des revendications 8 a 1 1 . 
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